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変組織の表皮ケラチノサイトにおいて AhR活性化の指標となる cytochrome P450 
family 1 subfamily A polypeptide 1（CYP1A1）の発現亢進を確認した。これに
より EMPD病変部における AhR活性化が示された。次に正常ヒトケラチノサイト
（normal human keratinocytes：NHKCs）を培養し、マラセチア由来 AhR リガン
ドであるインジルビン、トリプタンスリンで刺激した。結果、CYP1A1の他、
EMPDの発症に関わる matrix metalloproteinase7（MMP7）や腫瘍部位に Th17細
胞を動員する chemokine (c-c motif) ligand 20 （CCL20）の産生が誘導され
た。さらに、組織学的に病変部表皮ケラチノサイトにおける CCL20、Paget 細胞
と骨髄由来細胞におけるインターロイキン（interleukin：IL）-23、骨髄由来細
胞における IL-17の発現の亢進を確認した。これにより EMPDにおいて Th17優位
の免疫微小環境が形成されていることが示唆された。IL-17陽性細胞に関して
は、二重免疫蛍光染色により、少なくとも CD4 陽性 T細胞が IL-17を産生してい
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⚫ AhR: Aryl hydrocarbon receptor 
⚫ Arnt: AhR Nuclear Translocator 
⚫ CCL: chemokine (c-c motif) ligand  
⚫ CYP1A1: cytochrome P450 family 1 subfamily A polypeptide 1  
⚫ ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 
⚫ EMPD: extramammary Paget’s disease  
⚫ FICZ: 6-formylindolo [3,2-b] carbazole 
⚫ IF: Immunofluorescence 
⚫ IHC: Immunohistochemistry 
⚫ IL: interleukin 
⚫ ILC: innate lymphocyte 
⚫ MMP: matrix metalloproteinase 
⚫ NHKCs: Normal human keratinocytes 
⚫ PAH: polycyclic aromatic hydrocarbon 
⚫ RANK: receptor of activator nuclear factor kappa B  
⚫ RANKL: receptor of activator nuclear factor kappa B ligand 
⚫ sRANKL: soluble RANKL  
⚫ RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 
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⚫ TAMs: tumor-associated macrophages 






5.1. 乳房外 Paget 病 













5.3. EMPD の腫瘍微小環境 
悪性黒色腫、有棘細胞癌、皮膚血管肉腫を含む様々な皮膚悪性腫瘍において、
腫瘍随伴性マクロファージ（tumor-associated macrophages：TAMs）が浸潤し、
腫瘍微小環境を形成していることが知られる 3-6。さらにこの TAMs のほとんどが
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CD163陽性、CD206陽性で示すことのできる M2 型 TAMsであり、豊富な腫瘍促進
性サイトカインや増殖因子を産生している。Kambayashi らは、EMPD患者の病変
部にも M2型 TAMsが浸潤しており、さらに Paget 細胞において、receptor 
activator for nuclear factor-kappaB ligand（RANKL）および matrix 
metalloproteinase7（MMP7）の発現が亢進しており、この MMP7が膜結合 RANKL
を切断して可溶性（soluble：s）RANKLを形成すると報告している 7。さらに
Fujimuraらは、sRANKL が TAMsに作用し、CCL17 の産生を促進して Th2 細胞有意
























（Arnt）とヘテロ二量体を形成して cytochrome P450 family 1 subfamily A 
polypeptide 1（CYP1A1）などの AhR標的遺伝子を活性化させ、これらの化学物













されている 14。悪性黒色腫においては、正常ヒトメラノサイトおよび A2058 など
の複数の悪性黒色腫細胞株において AhR、Arnt が発現しており、これらの細胞株
に TCDDで刺激すると A2058や SK-MEL-2悪性黒色腫細胞株で CYP1A1の産生が有







































ア由来代謝産物が AhR リガンドとして作用して EMPD発症に関わるのではないか
と推測される。このマラセチア属真菌と EMPD、さらに AhRと EMPDとの関連につ
いて報告した論文は今までにない。 
 
5.6. AhR 活性化による Th17 細胞性炎症 
以前に Hidakaらは、Ahr fl/fl Krt5-Creマウスを用いた実験により、AhRリ
ガンドである PAHの慢性的曝露が AhRを介したアトピー性皮膚炎様表現型を誘導
することを示している 28。彼らは、ケラチノサイトにおける AhRの慢性的特異的









な AhR活性化は、Th2 型炎症だけでなく Th17 型炎症を誘発する可能性が示唆さ
れている。 
 







する炎症誘発性ケモカインの一つである chemokine (c-c motif) ligand 20
（CCL20）は、腫瘍部位に Th17細胞を動員するケモカインの一つとして知られて
いる 33。また、腫瘍部位に発現する CCL20が、CCL20のレセプターである C-C 
















また Benevidesらは、Th17から産生されるサイトカインである IL-17 が転移
性乳癌細胞において CCL20産生を促進し、Th17 細胞を腫瘍細胞に引き寄せ腫瘍
進行を促進すると推測している 33。この IL-17 の高発現が浸潤性乳管癌における
無病生存率の低下、予後不良と関連し得ることも示されている 33。さらに、癌種













CD163量は M2型 TAMs の指標となるため、sCD163 量が皮膚癌における腫瘍病勢の







EMPDにおける AhR の活性化について調べ、マラセチア由来 AhRリガンドによ


























した後に、抗 CD4抗体または抗 CD56抗体、および二次抗体を添加し 37℃で 1時
間インキュベートした。切片は DAPI Fluoromount-G（Southern Biotech、
Birmingham、AL）で核染色し封入した。撮影は、キーエンス蛍光顕微鏡 BZ-X800




（Kurabo、Osaka、Japan）を、インスリン（10 µg/ml）、human Epidermal 
Growth Factor（0.1 ng/ml）、ヒドロコルチゾン（0.5 µg/ml）、ゲンタマイシン
（50 µg/ml）、アムホテリシンＢ（50 µg/ml）、ウシ胎児血清（0.4% ｖ/ｖ）
（Kurabo）を添加した HuMedia-KG中で培養した。細胞を 5% CO2中 37℃で培養
した。80% confluence に達した時点で、細胞をインジルビン（Sigma-Aldrich、
St. Louis、MO）（10 nM）、トリプタンスリン（Sigma-Aldrich）（1 µM）、または
ケトコナゾール（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation、Osaka、Japan）
（1 µg/ml）で 4、8または 48時間処理した。 
 
7.4. RNA 抽出、RNA 品質の評価、および定量的 reverse transcription-polymerase 
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chain reaction （RT-PCR） 
RNeasy Microキット（Qiagen、Courtaboeuf、France）を製造元の指示に従っ
て使用して、全 RNAを抽出した。RNAを 4 µl の RNaseフリー水を用いて溶出し
た。抽出した RNAを DNase I（RNase-Free DNase Set; Qiagen）で処理すること
により、汚染ゲノム DNAを除去した。SuperScript VILO cDNA合成キット
（Invitrogen）を用いて逆転写を行った。増幅反応は、Mx 3000 P定量 RT-PCR
システム（Stratagene、Tokyo、Japan）を用いて行った。ポリメラーゼ活性化の
ために 95℃で 3分間、95℃で 5秒間、60℃で 20秒間の 40サイクルを行った。
PCR産物は 4℃に維持した。ΔΔCt法を用いて、グリセルアルデヒド 3-リン酸デ
ヒドロゲナーゼ（GAPDH）mRNAの発現に対する正規化後の各遺伝子および各時点








R&D Systems）、CXCL5（DY254、R&D Systems）、CXC10（DY266、R&D Systems）
22 
 







ーとして、Cell Lysis Buffer（#9803、Cell Signaling Technology）を添加し
た後、溶解物を 10～20% ポリアクリルアミドゲル（ATTO Corp.、Tokyo、
Japan）上で電気泳動的に分離した。タンパク質をポリビニリデンジフルオリド
膜（Bio-Rad、Hercules、CA）に電気泳動的に転写した。室温で、メンブレンを






signal technology）を用いて化学発光法により検出した。Image Quant LAS 





2群間の比較のために Student’s t検定を用いた。p < 0.05を有意水準と判定








8.1. EMPD 病変皮膚の表皮ケラチノサイトで CYP1A1 が発現している。 
我々は表 3に示す EMPD患者から得た病変皮膚サンプルを用いて CYP1A1 の免疫
組織化学的染色を行った。結果、Paget細胞および表皮ケラチノサイトにおいて
CYP1A1が発現していた（図 3 A、B）。さらに EMPD患者の非病変皮膚においても
















の報告で広く用いられている 11。よって、CYP1A1 の mRNA産生量を測定した。
CYP1A1の mRNA産生量は各刺激の 4、8または 48時間後に測定した。結果、い
ずれの時点でもインジルビン、トリプタンスリン、ケトコナゾール処理後に有
意に CYP1A1 mRNA産生が増加していたが、特に 4、8時間後に顕著であった






ことが知られるケモカインであり 33、IL-36γ は Th17型炎症をきたすことで知
られる尋常性乾癬において IL-23の強力な誘発因子として知られるサイトカイ
ンである 44ため測定した。さらに MMP7は当教室において EMPDでの発現を確認
しているため 7、また MMP14、ADAM10は MMP7 と同様の傾向を示すことがあるた
め同様に測定した。 
結果、NHKCsへの各刺激の 4 時間後、インジルビン刺激群では CCL20、MMP14
の産生を増加させた。トリプタンスリン刺激群では CCL20、MMP7、MMP14、IL-




CCL20 、IL-36γ mRNA の産生を増加させた（図 4 B）。また、NHKCsへのケトコ
ナゾールの刺激の 4、8時間後の両方において、MMP7、MMP14、CCL20、IL-36γ 
mRNAの産生の増加が観察された（図 4 B）。以上より、NHKCsにおけるマラセチ
ア由来 AhRリガンドにより AhR が活性化し、さらに MMP7、MMP14、CCL20 mRNA
の産生を誘導することが観察された。 
 
8.3. AhR リガンドは、NHKCs における CCL20 タンパク産生も増加させる。 
マラセチア由来 AhR リガンドは、特に、EMPD の発症に関わる MMP7 や、腫瘍




MMP7は、すでに EMPD での発現を確認しているため、同時に解析した。 
まず NHKCsに対してインジルビン、トリプタンスリン、ケトコナゾールで処
理した 48時間後の培養上清を用いて、ELISA 法により CCL20タンパク産生量を
測定した。 
結果、CCL20の産生は、トリプタンスリン刺激群で有意に増加した。しかし




た（図 5 B）。以上より、タンパクレベルでも少なくとも CCL20、MMP7 を産生し
ていることが確認できた。 
 
8.4. EMPD 患者の病変皮膚の表皮ケラチノサイトで CCL20 が発現しており、Paget 細
胞および直下の骨髄由来細胞で IL-23の発現が亢進している。 
インジルビンおよびトリプタンスリンは、NHKCsにおける CCL20、IL-36γの






細胞と Paget細胞の両方で IL-23の発現が亢進していた（図 6 C）。なお病変周
囲の正常皮膚では IL-23産生細胞は検出されなかった（図 6 D）。また、IL-36
γ染色ではケラチノサイトでわずかな染色がみられるのみであった（図 6 E）。 
これらの結果から、EMPD病変のケラチノサイトで CCL20が発現しており、ま






8.5. EMPD 病変皮膚における IL-17 産生細胞 
さらに、病変罹患皮膚における IL-17染色では、Paget細胞の直下の真皮浅
層において IL-17陽性を示す細胞を多数認めた（図 7 A、B）。 なお病変周囲の
正常皮膚では IL-17 産生細胞は目立たなかった（図 7 C）。IL-17産生細胞を特
定するために、EMPD 病変の凍結切片を作成して、抗 IL-17抗体と抗 CD4 または
抗 CD56抗体で二重免疫蛍光染色を行った。 
結果、CD4陽性細胞は Paget 細胞を含むケラチノサイトの直下で多数見られ
たが、CD56陽性細胞はほぼ認めなかった（図 7 D、E）。再度抗 IL-17 抗体、抗
CD4抗体を用いて二重免疫蛍光染色し、拡大を上げ観察すると、いくつかの
IL-17陽性細胞が CD4 も陽性を示すことが示され、少なくとも CD4陽性 T細胞
は IL-17を産生していると考えられた（図 7 F、対照：図 7 G）。 
 
8.6. EMPD 患者血清 CCL20、sCD163 量は高値を示す 
次に、EMPD患者の血清 CCL20 量を評価した。我々は、表 4に示す多施設から













8.7. EMPD 患者の血清 sCD163 量は EMPD の腫瘍病勢のマーカーとなり得る 
さらに我々は、EMPD の腫瘍切除前後での血清 sCD163量を調べることにし
た。表 4に示す 32 人の患者のうち、腫瘍切除前後での血液検体を採取した 10
人の EMPD患者について、切除前後での血清 sCD163ならびに CXCL5、CCL20量
を評価した。なお、CXCL10に関しては、患者血清が不足したため実施できなか
った。 
結果、血清 sCD163 量は、EMPD 皮膚病変の切除後に有意に減少した。しかし
血清 CXCL5、CCL20 量に有意差はなかった（図 9 A、B）。以上より、腫瘍切除前





















































9.2. EMPD における Th17 型炎症を中心とした免疫環境 
以前に報告されているように、皮膚における AhRの慢性的な活性化は、Th2
細胞だけではなく Th17 細胞による炎症誘発性サイトカインの発現を増加させ
る可能性がある。本研究では、マラセチア由来 AhRリガンドの NHKCs への刺激
により、CCL20発現が増強していることがわかり、EMPDにおいても、ケラチノ










表皮ケラチノサイトにおいてびまん性に CCL20 が発現しており、Paget 細胞お







誘発性サイトカインである 50。尋常性乾癬では、TNF-αにより IL-23 が産生さ

































おり 40、乾癬形成に関わる IL-23/Th17/IL-17 経路の上流で関与する 56-58。この
ことから、EMPDの炎症環境にも関係しているのではないかと推測したが、EMPD
組織ではケラチノサイトでわずかに IL-36γ の発現がみられたのみであった









































産生を誘導する。この CCL20が腫瘍部位に Th17 細胞を動員する。さらに、IL-23
が Paget細胞または骨髄由来細胞で発現しており、Th17細胞の分化、誘導を促
進する。さらに、Th17 細胞により少なくとも産生されている IL-17陽性細胞






また Kambayashiらが以前に示したように、Paget細胞が産生する MMP7 が膜型
RANKLを切断し血中に sRANKLを放出し、これが TAMsを刺激する 7。その結果




































ガンド刺激による CYP1A1 の発現量が測定可能だろう。 
MMP7に関しては、mRNAやウェスタンブロッド法によりタンパクレベルで検出
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EMPD では、Th2 細胞優位の免疫抑制性微小環境を形成している（既報告事項）。 
EMPDでは、M2型（CD163 陽性、CD206陽性）TAMs が浸潤しており、豊富な腫瘍促
進性サイトカインや増殖因子を産生している。Paget 細胞で産生される MMP7 が膜結















例の上背部正常皮膚（200 倍）。 スケールバー：100 µm。 
 
図 4. 
NHKCsに対し、マラセチア由来 AhR リガンドで刺激すると、AhR を活性化し、
CCL20、MMP7、IL-36γmRNA の発現を増強する。 
NHKCsを培養し、インジルビン（10 nmol/L）、トリプタンスリン（1 µmol/L）また
















に Student’s ｔ検定を用いた（*：p < 0.05）。（B）MMP7産生は、ウェスタンブロ





















EMPD において、腫瘍微小環境中の骨髄由来細胞で IL-17 の発現が亢進しており、発
現細胞の一部は CD4 陽性細胞である。 
免疫組織化学染色により、病変部皮膚切片を、抗 IL-17抗体を用いて染色した





さらに、表 1に示す EMPD 4症例の凍結切片を用いて二重免疫蛍光染色を行い、4









BZ-X800で撮影）（F、G：630倍、スケールバー：20 µm、LSM700で撮影）。  
 
図 8. 
EMPD 患者において、血清 CCL20、sCD163、CXCL5、CXCL10 量は高値を示す。  
（A）EMPD 患者 32 人および 10 人の健常人の血清を用いて ELISA法のより算出した
血清 CCL20、sCD163、CCL17、CXCL5、CXCL10量を示した。（*：p < 0.05、**：p < 0.01、
n.s.：not significant）。 
 
図 9.  
EMPD 患者において、腫瘍切除後に血清 sCD163 量は減少する。 
（A）ELISA 法により測定した EMPD 患者 10 人の腫瘍切除前後での血清 sCD163、
CXCL5、CCL20量を示した。二群間の比較に Wilcoxon signed-rank検定を用いた（*：






図 10.  





される IL-17が、腫瘍微小環境中に多数浸潤している。このように、EMPD では Th17
細胞優位の免疫微小環境を形成している。IL-17は CCL20や MMP7の増殖に作用する




















































































表 4 血清を得た患者の基本情報（表 3と重複あり） 
 
